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Echokontrastnittel 


Trrhrmr^ Gebiet 


Die Erfindung betrifft e1ne waBrige Zubereitung zur Aufnahme und StabUi 
sierung von Mikrogasblaschen zur Verwendung als Echokontrastmittel . 


FIHTl Tlf r Torhnlk 


Da Ultraschall von in FlOssigkeiten suspendierten GasblSschen stark reflek- 
tiert wird, wurden als Kontrastmittel fur die Ultraschalldiagnostik schon 
fruhzeitig waBrige Zubereltungen vorgeschlagen, die stabilisierte Mikrogas- 
blaschen enthalten. Mikrogasblaschen lassen sich in waBHgen Zubere.tungen 
durch Herabsetzung der Oberflachenspannung, d.h. durch Zusatz gee.gneter 
Tensid. stablltsleren. 

In der EP-B-0077752 «ird angegeben. daB "Brig. Wsungen. dlt ein Tensid 
Oder ein Tensldgemlsch und zus.tzllch It. ..skosltatserhahende Substanz 
enthalten. vort.1lh.fte kontrasterzeuge.de Etgenschaften auf„e sen. M I. 
Frage ko^end. Tenside werden «... nicht Lnogen. LecUhlne und teeth „- 
fr.ktionen sow1. p,l,oxy.th,l.opol,oxypropyle»-My««re angegeben. In den 
H.r"t.n«n,,b...pi.1.n der EP-B-00777S2 «rd.n Zub.r.U»n,.n .ngege- 
die .,. T.»'s1d J-,,. .1. P.1,.^thy,,nHy r ypr.p,l,n ; N^-ru - 
,1s v1skosuns.rhdl.wd. Substanz Slues. Oder Outran od.r das Polyox, 

,l.np.ly.xypr W l.n-P.ly«r. s.lbst enth.lt., E„. Hachar^n 
H,rst.llun,sb,1sp..l. hat ,.ze.,t, d,6 d,. " t 

befr1.d1g.nd 1st. So .Unen sich die Zub.re1tun,.n der EP B-0077752 ntcht 
fur Linksherzdarstellungen. 

Es .urde nun Ob.rr.sch.nder.e1se gefunden. d,6 «Bri,e Zubereltungen die 

„:;: ^^^^^^^ *~r,£T 

de enth.lten, sich 1n Ob.rrag.nder «.1se zur Aufnata* und StablHs.erung 
von Mikrogasblaschen «1gn«n. 
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Beschreibuno ripr Frfipriimi 

Gegenstand der Erfindung sind daher wIBrige Zubereltungen zur Aufnahme und 
Stabilisierung von Mikrogasblaschen zur Verwendung als Echokontrastmittel 
enthaltend Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere und negativ geladene 
Phospholipide. 

Weitere Gegenstande ergeben sich aus den Patentanspruchen. 

Als Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere werden sol che rait einem mlttle- 
ren Molekulargewicht von 8350 bis 14000 bevorzugt. Polyoxyethylenpolyoxy- 
propylen-Polymere werden auch als Poloxanere bezeichnet und sind z.B. unter 
dem Warenzeichen Pluronics« (Wyandotte Chemicals Corp.) in Handel erhalt- 
lich. Die erfindungsgemaBen Zubereitungen enthalten 0,1 bis 10 %, vorzugs- 
weise 1 bis 5 %, Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere. Die negativ gela- 
denen Phospholipide sind in einer Menge von 0,01 bis 5 X, vorzugsweise 0,5 
bis 2 % enthalten. Prozentangaben beziehen sich jeweils auf Gewicht/Volu- 
men. 

Als negativ geladene Phospholipide komnen Phosphatidylglycerole, Phosphati- 
dyl inositole, Phosphatidyl ethanol amine und Phosphatidyl serine und deren 
Lysoformen in Frage. Unter Lysofonnen der negativ geladenen Phospholipide 
werden negativ geladene Phospholipide verstanden, die nur einen Acylrest 
enthalten. Bevorzugt sind Lysoformen der negativ geladenen Phospholipide, 
be1 denen die Acylgruppe am Sauerstoff des Kohl enstoff atoms 1 des Glyce- 
rinmolekuls gebunden ist. Besonders bevorzugte negativ geladene Phospholi- 
pide sind Dlpalmitoylphosphatidylglycerol (DPPG) und Distearoylphosphat- 
idylglycerol (DSPG), wobei D1stearoylphosj>hat1dy'lglycerol (DSPG) ganz be- 
sonders bevorzugt 1st. 

Die erfindungsgemaBen Zubereitungen zeichnen sich gegenuber dem Stand der 
Technik dadurch aus, daB mit geringem mechanischen Aufwand Mikrogasblaschen 
enthaltende Echokontrastmittel erzeugt werden konnen, die wegen Ihrer 
groBen Stabilltit einen lang anhaltenden Kontrast erzeugen und sich ausge- 
zeichnet auch zur Linksherzdarstellung eighen. Besonders hervorzuheben ist, 
daB sich die erfindungsgemaBen Zubereitungen a^gezelchnet zur Darstellung 


von Inneren Oberflachenstrukturen eignen, da die Mlkrogasblaschen anschei- 
nend gut an Oberflachen haften und so auch nach AusspGlen der In Lumen von 
GefaBen befindlichen Mlkrogasblaschen einen aufschluBrelchen Kontrast er- 
zeugen. Oadurch ist es beispielsweise moglich, die Dynamik des Herzens auch 
nach Auswaschen des Kontrastmittel s deutlicher darzustellen. 

Die Herstellung der erfindungsgeraaBen Zubereitungen ist unproblematisch und 
kann erfolgen, indetn die einzelnen Komponenten zusammen oder nacheinander 
in Wasser eingetragen und notigenfalls unter Erwarmen und Ruhren gelost 
werden. Gewunschtenfalls kann noch sterilisiert werden, beispielsweise 
durch Hitzesterilisation. 

Als besonders gut geelgnet zur Einstellung der Isotonle der erfindungsge- 
niaBen Zubereitungen haben sich Glycerin, Hannit und Ammoniumsalze von Ami- 
nosauren, vorzugsweise Glycin, erwiesen. 

Die Erzeugung der Mlkrogasblaschen erfolgt zweckmSBIgerwelse erst kurz vor 
verabrelchung an die zu untersuchenden Patlenten und wird auf an sich be- 
kanote Helse vorgenommen. Wird z.B. die erfindungsgemaBe Zubereitung in 
einer Durchstechflasche zur Verfugung gestellt, so kann die LSsung zusammen 
mit der gewunschten Menge Luft in eine ObUche SprUze aufgezogen werden 
und wieder mit mdgllchst hohem Druck Qber eine enge KanOle In die Durch- 
stechflasche eingespHtzt werden. N6tigenfalls wird das Aufziehen und Aus- 
spritzen mehrmals wlederholt. Altemativ konnen die erfindungsgemSBen Zube- 
reitungen auch zwischen zwel Spritzen Ober e1n Verblndungs stuck m1t engem 
Querschnitt oder eine zwischen die belden Spritzen geschaltete Mlschkammer 
hin- und hergedrtckt werden. Das letztgenannte Verfahren fOhrt zu besonders 
informativen Ultraschallbildern, wobel glelchzeitig die Ergiebigkeit welter 
erhdht wird. 

Als Gase zur Erzeugung der Mlkrogasblaschen kommen alle physiologisch ver- 
traglichen Gase in Frage. Die erflndungsgemaBen Zubereitungen werden pro 
1 ml mit 0,01 bis 0,1, vorzugsweise mit 0,04 bis 0,06 ml Gas auf geschaumt . 
Sie werden nach Erzeugung der Mlkrogasblaschen vorzugsweise intravenos ver- 
abreicht. Je nach Anwendungszweck werden 1 bis 20 ml, vorzugsweise 2 bis 
8 ml, und besonders bevorzugt 5 «1 der erfindungsgemlBen Zubereitungen ver- 
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abreicht. 


Besonders hervorzuheben 1st, daB die erfindungsgemiBen ZubereitUngen weg 
Ihrer ira Vergleich zum Stand der Technik erhohten Ergiebigkeit niedriger 
dosiert werden konnen. 


Beispielft 

1. 3,0 g Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres m1t elnem mlttleren Mole- 
kulargewlcht von 8400 (Pluron1c«F68), 1,0 g Dlpalmltoyl phosphatidyl glycerol 
(DPP6) und 3,6 g Glycerin werden In 80 ml Wasser elngetragen. Nan erwSrrat 
auf ca. 80'C und rQhrt, bis e1ne vollstandlge Aufldsung stattgefunden hat. 
Nach dem Abkuhlen wird rait destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefullt. 

2. Han verfShrt w1e In Bel spiel 1, mit den Unterschled, daB statt DPPG 
1,0 g Sojaphosphatidyl glycerol (Fa. Lucas Heyer, Hamburg) verwendet wlrd. 

3. In 80 ml Hasser werden 1,1 g Glycin eingetragen. Mit verdOnntem Amno- 
niak und wird ein pH von 6 bis 7 elngestellt. In die Lfisung werden 3,0 g 
Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres mit elnem mittleren Molekularge- 
wicht von 8400 (Pluronic«F68) und 1,0 g 0PPG gegeben. Nan erwSrmt auf ca. 
80*C und rOhrt bis eine vollstandlge Auflfisung stattgefunden hat. Nach dem 
Abkuhlen wird mit destilllertem Wasser auf 100 ml aufgefullt. 

4. Man verfihrt wie in Belspiel 3, mit dem Unterschled, daB statt 0PPG 
1,0 g Sojaphosphatidylglycerol (Fa. Lucas Meyer) verwendet wlrd^ 

5. In 80 ml Hasser werden 4,0 g Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymeres 
(Poloxamer 188, Pluron1c« F68), 1,0 g 01 stearoyl phosphatidyl glycerol und 
5,4 g Mann It elngetragen. Nan erwarmt auf ca. 80'C und ruhrt bis zur voll- 
standigen Aufldsung. Nach dem Abkuhlen wird mit destilliertem Hasser auf 
100 ml aufgefullt. 
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Veroleichsversuche 

Die Untersuchungen wurden an wachen mann lichen Beagle -Hunden (18,2-30,5 kg 
Korpergewicht) durchgefuhrt. Den Hunden wurden jeweils 5 ml i.v. der nach- 
folgend beschriebenen Kontrastmittelzubereitungen appllziert: 

A: Eine pro 1000 ml 35 g vemetzte Polypeptide enthaltende Infusionslosung 

zur Plasmasubstitution (Haemaccel* der Fa. Behringwerke) 
B: Echovist* (Echokontrastmittel der Fa. Scherlng) 

C: Eine wassrige Losung enthaltend 4 Gew.-X Poloxamer 188 (Pluronic^ F68) 

und 4 Gew.-X Glucose (Beispiel 1 in EP 0 077 752) 
D: Eine wassrige Losung enthaltend 2 6ew.-X Poloxamer und 4 Gew.-X Glucose 

(Beispiel 2 in EP 0 077 752) 
E: Eine wassrige Losung enthaltend 1 Gew.-X Poloxamer und 4 Gew.-X Glucose 

(Beispiel 3 in EP 0 077 752) 
F: ErfindungsgemaBe Zubereitung nach Beispiel 5 

Oie LSsungen A, C, 0, E und F werden luftfrei in einer ersten Spritze auf- 
gezogen. Diese Spritze wtrd sodann m1t dem freien Ende einer fest mit einer 
zweiten Spritze verbundenen, 0,18 ml Luft enthaltenden Mischkammer konnek- 
tiert. Unmittelbar vor der Applikation werden die Iflsungen funfraal aus der 
ersten Spritze Qber die Hischkammer in die zweite Spritze und wieder zurQck 
gepumpt. 

Das handelsQbliche Kontrastmittel B wird nach den An we 1 sung en der Packungs- 
beilage bereitet. 

Die echokardlographischen Ultraschallaufnahmen wurden mit einem Ultra- 
schallgertt Sonoscope 4 mit mcchanischem Kopf bei 3,5 MHz durchgefuhrt. Die 
Videoprints der erhaltenen Ultraschallbilder wurden bezflglich der Kontrast- 
intensitSt densitometrisch ausgewevtet. Das verwendete Densitometer (Gretag 
D182) bestirant die Anderungen der Helligkeit (brightness) in 100 Schritten 
in einem Bereich von 0,00 bis 2,50 Dichteeinheiten (density units). Die Ka- 
librierung erfolgt anhand der herstellerseitig bereitges tell ten Kalibrie- 
rungskarte nach DIN 15536 (calibration reference), wobei dem hellsten HeiB 
der Hert 1,64 und dem dunkelsten Schwrz der Wert 0,00 zugeordnet wird. Das 
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Mlttel aus v1er elnzelnen Bestinmungen auf elner FlSche von 1 an x 1 cm er- 
gibt den Wert fur jedes Tier fur die appllzlerte Zubereltung. 

Die erhaltenen Ergebnlsse slnd In der nachfolgenden Tabelle wledergegeben. 


5 ml 


rprhtPr VentHkel 
Kontrast 


IntensltSt 
max lOsec 


linker Ventrikel 


Kontrast 


IntensltSt 


max 


lOsec 


A 
B 
C 
0 
E 
F 


ja 
ja 
ja 
ja 
ja 
ja 


1,18 
1,09 
1,20 
1,23 
1,22 
1,19 


0,86 
0,65 
0,78 
0,87 
0,93 
0,82 


neln 
nein 
neln 
neln 
neln 
ja 


0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,78 


0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,00 
0,72 


IntensltSt In Density Units (DU) 

Aus den Ergebnissen erglbt slch, daB die erflndungsgemSBen Echokontrast- 
mlttel 1m Gegensatz zu den Echokontrastmlttel n nach dem Stand der Technlk 
lungenginglg sind und daher slch ausgezelchnet zur L1nksherzd1agnost1k elg- 
nen. Die Anwendbarkelt der Ultra schallb 11 dgebung In der Herzdlagnostlk wlrd 
durch die erflndungsgemSBen Echokontrastmlttel erhebllch erweltert. 

DarOberhlnaus wurde gefunden, daB die MlkroblSschen der erflndungsgemSBen 
Echokontrastmlttel anschelnend e1ne erhebllche AfflnltSt zu den Inneren 
OberflSchen von GefSBen und HohlrSumen des Mrpers aufwelsen. Das .hat zur 
Folge, daB die Umrl sse von GefSBen und HohlrSumen sehr v1el besser und da- 
mn Informatlver dargestellt werden als dies m1t Kontrastmltteln nach dem 
Stand der Technlk moglich war. Besonders vorteilhaft ist hlerbel, daB dlese 
stark verbesserte Darstellung der OberflSchen von GefSBen und HohlrSumen 
auch noch bestehen blelbt, wenn das Lumen des GefSBes oder Hohlraumes be- 
relts frel von Echokontrastmlttel 1st. Dlese Qberraschende Kontrastierung 
von OberflSchen lSBt sich zum Be1 spiel zur Beobachtung des Endocards nut- 
zen . 


i. 

y 
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In den Abbildungen 1 und 2 1st das Ergebnls elnes Versuches zur Belegung 
dieser neuartlgen Kontrastierung von Oberflachenstrukturen dargestellt. 

Abblldung 1 zeigt das echokardlographische Bild des Endocards eines wachen 
Beagle-Hundes 1m sogenannten Vlerkammerbl ick unmlttelbar vor Erscheinen des 
ersten Kontrastes nach Verabreichung von 1 ml Echokontrastmittel nach Be1- 
spiel 1. 

Abb il dung 2 zeigt das Endocard des Tieres, nachdem das Echokontrastmittel 
bereits wieder aus dem Herzen ausgewaschen war. 

Aus dem Verglelch der beiden Abbildungen erglbt slch, daB m1t den erfln- 
dungsgeraaBen Echokontrastmltteln elne unerwartete Zelchnung des Endocards 
mogllch 1st, die fur diagnostische Zwecke elnen hohen Infonnat1onsge*1nn 
bedeutet. 
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pftPfitansnruchg 

1. WaBrlge' Zubereitung zur Aufnahme und Stabilislerung von MikrogasbUs- 
chen zur Verwendung als Echokontrastmittel enthaltend Polyoxyethylenpoly- 
oxypropylen-Polymere und negativ geladene Phospholipide. 

2. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Polyoxyethy- 
lenpolyoxypropylen-Polymere m1t einem nlttleren Molekulargevrlcht von 8350 
bis 14000 verwendet werden. 

3. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB Polyoxyethy- 
lenpolyoxypropylen-Polymere in elner Henge von 0,1 bis 10 X (Gew1cht/Volu- 
men) enthalten sind. 

4. Zubereitung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Polyoxy- 
ethylenpolyoxypropylen-Polymere In elner Henge von 1 bis 5 X (Gewicht/Vo- 
lumen) enthalten sind. 

5. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als negativ 
geladene Phospholipide Phosphatldylglycerole, Phosphatidyl inosltole, Phos- 
phatldylethanolamine und/oder Phosphatidyl serine enthalten sind. 

6. Zubereitung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als negativ 
geladenes Phospholipid Dlstearoylphosphatidylglycerol enthalten 1st. 

7. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB negativ gela- 
denes Phospholipid 1n elner Henge von 0,01 bis 5 X (Gewlcht/Volumen) ent- 
halten 1st. 

8. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sle 3 X (Ge- 
wlcht/Volumen) Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere nit elnem mittleren 
Molekulargewicht von 8400 und 1 X (Gewicht/Voluraen) Dlstearoylphosphati- 
dylglycerol enthalt. 

9. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das oder die 
negativ geladenen Phospholipide als Lysofora zugegen sind. 



10. Verfahren zur Herstellung einer waBrigen Zubereltung zur Aufnahme und 
Stab111s1erung von MikroblSschen zur Verwendung als Echokontrastmittel , da 
durch gekennzeichnet, daB roan Polyoxyethylenpolyoxypropylen-Polymere zusam 
men mit einem negativ geladenen Phospholipid und fur zur Erreichung der 
Isotonie ublichen Hilfsstoffe in Wasser 16st. 
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